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研究成果の概要： 

 

本研究課題により、新たに Sry 機能解析用のモデル動物の樹立を目的とし、マウス Hsp70

プロモーターに Sry を連結した発現ベクターを用いて、Sry 発現様式を改変したトランス

ジェニック(Tg)マウスの樹立を行った。その結果、ステージ・領域非特異的かつ恒常的に

Sry 発現する XX 精巣の性転換ライン(#40、#46)２系統を樹立した。さらに、通常飼育下で

繁殖能があり(XX 卵巣)、人為的に熱ショック(HS)を与えることにより、卵巣から XX 精巣

へと性転換させることができる Sry 誘導モデルマウス(#44)の樹立に初めて成功した。本モ

デルマウスを用いて、1) 性分化初期(11.0〜11.25dpc)での Sry 発現が精巣誘導に必須 で

あること(精巣誘導の臨界期の決定)、2)初期の Sry 発現が Wnt4 の発現の抑制に必須である

こと、3) SRY のみならず FGF9 因子が時空間的な Sox9 発現制御に重要であること、4) Sry

直下のカスケードに雄特異的に性腺にエネルギー供給する分子メカニズムの存在、5) Sry

単独では完全な精子形成能を持つセルトリ細胞に分化できないこと(XX/Sry セルトリ細胞

の機能不全)、6) Sry 誘導により 6時間以内に発現誘導される SRY 標的遺伝子を新たに 78

個の遺伝子を同定 – などを見い出した。 
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１．研究開始当初の背景 

 

哺乳動物の性決定は、Y 染色体上の精巣決定
遺伝子 Sry (Sex determining region on Y)の
有無により支配されており、マウスでは、胎
子の性分化期の生殖原基において、Sry が、
一過性(10-12 時間)に中央部から前後端に波
状に発現することにより、未分化性腺を卵巣
から精巣に分化誘導する。しかし、当時、Sry

が直接どの精巣／卵巣遺伝子を制御してい
るのか、Sry 自体の機能については不明であ
った。このSryの標的遺伝子の同定、つまり、
Sry の機能の解析の立ち後れの大きな原因と
しては、性腺でのSryの発現が非常に短時間、
低発現であること、Sry から精巣誘導可能な
細胞レベルの実験系が無いことなどが挙げ
られ、新たな Sry の機能解析ができる実験系
あるいはモデル動物の樹立が望まれていた。 

 

２．研究の目的 

 

本研究課題は、新たな Sry 機能解析用のモデ
ル動物の樹立を目的とし、時間／空間的な
Sry 発現パターンを改変したトランスジェニ
ック(Tg)マウス、誘導型プロモーターに連結
した Sry 遺伝子を持つ Tg マウスを作出する
ことを目的とした。本研究課題では、このモ
デルマウスを用いて、異なったステ−ジでの
Sry 発現の誘導により、1) 生殖原基での Sry

による精巣誘導可能な critical period (卵巣
への commitment ステージ) の決定、2) 既
知の各性分化関連因子のSryとの直接的な関
連性について新たなデーターの提示を行い、
さらに、3) Sry 発現の誘導可能な XXTg の生
殖腺を用いて、同調的な Sry の発現誘導の有
無により、DNA チップを用いた subtraction

法を試み、生殖原基の初期性分化の遺伝子群
を網羅的に同定、単離し、Sry 下流の遺伝子
ネットワークを解明することを主目的とし
た。 

 

３．研究の方法 

 

マウス Hsp70.3 プロモーター（-617〜+70bp）
に Sry 遺伝子（+8288〜13780；first ATG か
ら polyA site を含む）を連結した発現ベク
ター（HSP-Sry）を構築し、トランスジェニ
ックマウス系統を樹立する。その中で、通常
飼育下で繁殖能があり(XX 卵巣)、人為的に熱
ショック(HS)を与えることにより、卵巣から

XX 精巣へと性転換させることができるライ
ンを樹立する。このマウスを利用して、各ス
テージで熱ショック(HS)により SRYの精巣の
分化能の臨界期、SRY 標的因子である SOX9、
さらにその下流因子の発現解析を行い、時空
間的な SRY 機能の制御を決定する。さらに、 
SOX9 発現の上昇が認められた卵巣を用いて、
HSによるSry発現による下流遺伝子群の動態
を経時的にマイクロアレイにより解析し、
SRY 直下の標的遺伝子、エネルギー代謝、精
巣特異的な遺伝子ネットワークを解明する。 
 
４．研究成果 
 
マウス Hsp70 プロモーターに精巣決定遺伝子
Sry を連結した発現ベクターを用いて、Sry
発現様式を改変したモデルマウスの樹立を
行った。その結果、ステージ・領域非特異的
に恒常的に発現する XX 精巣の性転換ライン
(#40、#46)２系統を樹立した(Kidokoro et 
al., Dev Biol, 2005)。さらに、通常飼育下
では繁殖能のある雌(XX 卵巣)を示し、人為的
に（熱ショックにより）卵巣から XX 精巣へ
と性転換できる Sry 誘導モデルマウス(#44)
の樹立に初めて成功した(Hiramatsu et al., 
Development, 2009; Research Highlights in 
Nature 456, 678, 2008)。 
 
(1)恒常的 Sry 発現を示す XX 精巣ライン(#40、
#46)での性分化関連遺伝子群の動態：主に
#40 の恒常的 Sry 発現ラインを用いて、SRY
標的遺伝子として考えられている Sox9 発現
誘導に関して解析を行った。その結果、Sry
単独では未分化性腺における Sox9 の発現時
期・部位を異所的に誘導することが出来ない
ことが判明し、Sox9 の時間/空間的な発現制
御には SRY以外の別の因子が重要であること
が示唆された (Kidokoro et al., Dev Biol, 
2005)。そこで、この時空間的な制御因子を
同定するため、未分化生殖原基の前後軸に沿
った３分割フラグメント・再構築培養を用い
て、詳細なスクリーニングを行った。その結
果、この制御因子が、以前より精巣形成に重
要な成長因子の一つとして知られていた
FGF9 であることが判明した。実際に、FGF9
が Sry 発現に少し遅れて Sry と類似した発現
パターンを示すこと、さらに恒常的 Sry 発現
の XX 精巣ライン(#40)の性腺に FGF9 添加に
より、Sox9 の発現が生殖腺全体に異所的に早
まることを明らかにしている(Hiramatsu et 



al.,Development, 2010)。一方、性分化期の
性腺では、Sry 発現に依存して PI3K-AKT を介
した精巣特異的なグリコーゲン合成/蓄積が
起こることを既に見い出し、Sry 直下の下流
カスケードに雄特異的に性腺にエネルギー
供給する分子メカニズムが存在することを
発見した (Matoba et al., J Cell Sci, 2005)。
この精巣特異的なグリコーゲン合成の活性
化に関して恒常的 Sry 発現マウス#40 を用い
て解析した結果、発生初期から恒常的に Sry
が発現することにより、Sry 依存的にグリコ
ーゲンの合成が早まることが明らかとなっ
た。以上の結果は、精巣特異的なグリコーゲ
ン合成/蓄積は、Sry により直接的に制御され
ていること、Sox9 と別の経路/上流に位置す
ることを強く示唆する(Matoba et al., Dev 
Biol, 2008)。 
(2) 熱ショック(HS)による Sry 誘導ライン
(#44)を用いた SRY の機能解析:   
 ① 精 巣 決 定 の critical  period 
(11.0~11.25dpc の約 6 時間)： Sry 誘導可能
#44ラインを用いて、器官培養系を用いて Sry
による雄化を誘導できる臨界期（精巣分化の
critical period）を決定した。各発生ステ
ージにおける XX Tg 未分化生殖腺を HS 処理
後、４日間の器官培養により性分化を誘導し
た。その結果、XX 精巣へ性転換した個体数は、
10~11ts では 1/11 (9%), 12~13ts(11.0dpc): 
15/19 (79%), 14ts: 7/9 (78%), 15ts: 
3/11(27%), 16ts (11.4dpc) 以降: 0/15 (0%)
であることが判明した。これは、Sry により
精 巣 へ 誘 導 可 能な critical period が 
11.0~11.25dpc (12-14ts)のわずか約 6 時間
の window であり、精巣への性分化には、Sry 
発現開始初期における Sry 機能が重要であ
ることを強く示唆する。詳細なマーカ解析か
ら、16ts 以降は、HS 処理を施しても Sry か
ら Sox9 間の pathway が、前後軸に沿った性
腺の前/後部領域において正常に誘導できな
いこと、また、15~16ts においては、中央部
領域に限局して、一部の細胞が SOX9 陽性と 3
β-HSD 陽性を示すこと、17~24ts(12.0dpc)
までは、中央部の中腎側において十数個の 3
β-HSD 陽性細胞の集団が誘導されることが
判明した。この結果は、卵巣への分化過程に
おいて、Sry により精巣化を誘導できる前駆
細胞が、12.0dpc までは性腺中央部に存在す
ることを示唆する。   
② HS 処理による Sry の異所的発現に対する
Sox9 の誘導：恒常的 Sry 発現ラインを用いた
解析により、10.5~16.5dpc の胎子各臓器にお
ける Sry の異所的発現に対する Sox9 の異所
的な発現誘導は生殖腺以外では認められな
かった。 
③11.5dpc の XX Tg 性腺を用いて、Sry 誘導
による様々な遺伝子の発現変化をマイクロ
アレイにより解析を行った。その結果、Sry

依存的に発現量の上昇した 78 個の遺伝子を
同定した。さらに、他の研究グループの SF1
陽性細胞でのアレイ解析データと比較する
ことにより、11 個の標的遺伝子候補に絞る
事に成功した。この遺伝子群を Sigt 遺伝子
（Sry-induced gonadal transcripts）と命
名した。さらに、各 Sigt 遺伝子について、
恒常的に生殖腺内で Sry発現が活性化してい
る Sry 恒常発現型マウス（#40）における発
現パターンを解析した。その結果、4つの Sigt
遺伝子が、Sry 恒常活性化 XY 生殖腺で発現が
上昇していた。この結果は、これら４つの
Sigt遺伝子がSryの標的遺伝子であることを
強く示唆された。 
④その他に、本 Tg マウスを利用して、XX/Sry
セルトリ細胞の精子形成不全を見い出し、マ
イクロアレイ解析により 5つの Y染色体上の
候 補 遺 伝 子 を 同 定 した (Ishii et al., 
Development, 2007). 
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